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摘 要：本文报道的基于一维 CCD的免疫层析试纸条检测系统是一种以上转换磷光材料(UCP)作为标记物的生物传感器。 
该系统通过检测生物反应后试纸条上 UCP颗粒的含量，计算出被测样品中特定生物分子的浓度，可以实现对多种病原体的快 
速定性与定量检测。本检测系统对0—60 as／ram系列标准样品的检测结果具有很好的线性响应特性，且与扫描型检测系统的 
检测结果十分接近。 
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Abstract：The CCD—based detection system for immunity—chromatography test strip is a biosensor using up—converting 
phosphors(UCP)as the labe1．By detecting the content of the UCP on the test strip，the system figures out the con— 
centration of the biological molecular of interest，and then fast detection of diferent kinds of pathogens call be per- 
formed both qualitatively an d qu antitatively．Standard samples with serial concentrations varying from 0 to 60 ng／ml 
were tested using this biosensor，which proves that the results have good linear response characteristics，and are con— 
sistent with that obtained from the scanning system developed earlier． 
Key words：optical metrology；sensing technology；biosensor；up—converting phosphorescence；immunity-chromatogra- 
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1 引 言 
近年来，一种以上转换磷光材料(up—converting phos- 
phor，UCP)为标记物的生物检测技术得到迅速发展。UCP 
的独特性能是在红外光(波长>780 rim)激发下发射出波长 
远短于激发光的可见光(波长为475～670珊 )[i-s]。在对 
UCP颗粒进行一系列的表面修饰与活化后，可将其作为 
生物标记物与多种生物活性分子相结合，应用于生物医学 
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检测领域。与生物活性分子通过共价键相连接而制备的 
UCP标记物在免疫层析过程中通过免疫反应固定于固相 
载体的表面，在红外光激发下对免疫层析试纸条进行判 
读，实现对生物样品中目标被检物浓度的测量。运用这 
种技术可对被检物进行无损伤检测，且具有检测灵敏度 
高、性能稳定、使用安全等优点。 
本文设计了一种基于一维 CCD的免疫层析试纸条 
检测系统，该系统可对以 UCP为标记物的免疫层析试纸 
条进行精确测量和分析，从而实现对多种病原体的快速检 
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测；通过与我们研制成功的扫描型uPr生物传感器进行 
性能比较⋯，讨论了本系统的优点与局限。 
2 系统结构与原理 
2．1 免疫层析试纸条 
试纸条结构如图 1所示，主要由5个部分组成，包 
括：样品垫、结合垫、膜、吸水垫、塑料基板 。检测过程 
中，将样品滴加到样品垫上，样品通过渗透与虹吸作用进 
入结合垫，其中 UCP一抗体结合物重新溶解游离，并与样 
品中可能存在的被检物发生免疫反应；生成的免疫复合 
物以及游离的 UCP-~体结合物将和试纸条检测带 以 
及质控带 C上的生物活性分子发生特异性反应。从而将 
样品中被检物的浓度转化为检测带 和质控带 C上 UCP 
颗粒的含量。 
图 1 试纸条结构 
Fig．1 Configuration oftest strip 
2．2 系统结构 
基于一维 CCD的免疫层析试纸条检测系统是 1台 
光机电一体化的生化检测仪器，通过对试纸条上 UCP颗 
粒的分布进行精确检测，从而确定各功能带上被检物的 
含量，最终确定样品中所含有的被检物的浓度。 
如图2所示，本系统由照明系统、成像系统、磷光图 
像接收器件、数据采集电路、控制系统组成。检测时，红 
外激发光均匀照射在试纸条表面，试纸条上的UCP颗粒 
受激上转换发射出某一波长范围内的可见磷光，成像系 
统将被测试纸条表面的磷光信号分布成像在CCD光敏 
面上，并由CCD将光信号转变为电信号(电压)，电压的 
大小反映了试纸条上 UCP颗粒的含量。单片机系统采 
集并处理所得的电信号，检测出质控带和检测带的位置 
和相对强度值，根据检测带信号( )与质控带信号(c)的 
比值(T／C)做出结果判断。 
2．2．1 照明系统 
照明系统主要由激发光源和柱面镜组成。激发光源 
采用980 Hil的半导体激光器。免疫层析试纸条上检测 
带与质控带的间距约为3 nln，每条带本身约有1 nln的 
宽度，若要采集完整的信号必须均匀照明包括检测带和 
质控带在内的长度略大于 5 nln的区域。因此 ，利用柱 
面镜将激发光源发出的激光束变换为一2 nln×6 nln的 
条形光斑，斜照射在试纸条表面，从而激发出UCP磷光。 
图 2 系统结构框图 
Fig．2 Setup of the detection system 
2．2．2 成像系统 
成像系统由前镜组、滤光片和后镜组组成 。滤光 
片对541．5 nm磷光的透过率大于0．85，而对于混杂于磷 
光中的980 nm散射光的透过率接近0。可见磷光先经前 
镜组准直，再经滤光片滤除杂光，最后由后镜组将试纸条 
上被采集区域内的磷光分布成像在一维 CCD的光敏面 
上。成像系统的倍率为 一1X。 
2．2．3 磷光图像接收器件 
磷光图像接收器件为一维 CCD。CCD将试纸条磷 
光信号转换为电信号，送入数据采集电路进行分析。 
CCD对信号一次读取，速度快，且避免了机械扫描过程 
中可能存在的不稳定因素 。 
图3 CCD驱动及输出电路 
Fig．3 CCD driver and output circuit 
CCD光敏面长6．4 nln，共有256个像素，单个像素 
宽为25 pan。由于成像系统倍率为一1x，因此每一像素 
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对应试纸条上25 Ixm宽的区域。整个光敏面可采集到试 
纸条上整个受激区域内的磷光信号。如图3所示，CCD 
驱动脉冲由单片机 I／0口通过软件编程实现，省去了繁 
复的驱动电路，并能实时监控。另外，CCD的输出信号 
中包含了一个直流分量，因此，在差分放大器的同向输入 
端加上了一个可调直流电压将其滤除。 
2．2．4 数据采集与处理电路 
如图4所示，数据采集与处理电路主要由集成运放、 
AD芯片、单片机、外扩 RAM、外扩 I／0 口和 RS232接 口 
等组成。其功能是提供 CCD驱动脉冲，并进行数据采 
集、存储和处理。在单片机的驱动和控制下，AD芯片实 
时转换 CCD送出的每一个数据，当256个数据全部转换 
完成后，系统对采集到的数据进行分析处理，计算出质控 
带和检测带位置，并将相应的信号强度值送外扩 I／0口， 
等待控制电路接收，以便进行后续数据处理。 
呈 l 
h 
信 ．．．．．．． ．．．．．_J 
号 
控 j 制
1 器 
— 一 数据采集控制电路 
图4 数据采集处理电路结构 
Fig．4 Structure of data acquisition and processing circuit 
2．2．5 控制电路 
如图5所示，控制电路主要由单片机、LCD、时钟芯 
片、键盘、外扩 RAM、外扩 I／O口、打印机和 RS232接 口 
组成，其功能是对整个仪器的操作流程作统一的控制，并 
显示结果。该电路通过 LCD显示对话框 ，允许用户由键 
盘输入指令或数据。当接收到数据采集指令时，控制电 
路中的单片机(主芯片)便向数据采集电路中的单片机 
(副芯片)发送采集开始信号，采集结束后副芯片又将结 
果数据通过外扩 I／O送入主芯片中。主芯片经过数据处 
理后将结果、采集时间、样品 ID等内容显示在 LCD上， 
并可进行打印。 
3 结果分析 
3．1 数据处理算法 
图6是本系统的算法流程图。其中jv为采集到的数 
图5 控制电路结构 
Fig．5 Structure of control circuit 
信号平滑 
CCD[nl=(CCD[n-1]+CCD[nl+CCD[n-11)／3 
l 
查找信号最大值的位置ml 
l 
／  ＼  N 
l 
把ml作为c带位置 l l 把ml作为了’带位置 
I 
。与ml一1o间查找最大值I 在ml+10o与Ⅳ间查找最大值I 
得到 了’带的位置 m2 得到c带的位置m2 
交换 ml与m2的值 
J 
I]k CCD[搠2．351和ccD[m1+351 到本底函数 ) 
l 
c=(cCD[ml一10] ml—l0)+⋯+CDD【m1]-~m1)+⋯+CCD[mI+IO]-gml+10)／21 
(cCD[m2—10] m2·l0)+．+CDD[m2] m2)+．．+CCD[m2+10l m2+10)／21 
1 阳性I I 阴性1 
图6 算法流程 
Fig．6 Flow—chart of the algorithm 
据总数。由于磷光强度较低，测试环境中存在的微弱杂 
散光、电源和数字芯片工作时电压或电流的波动都会形 
成不可忽略的噪声。这些噪声会造成每个采集点数据与 
真实值之间存在偏差，使得数据曲线变得粗糙。为了克 
服噪声带来的问题，采取了三点平滑算法。这样既可基 
本去除这些噪声带来的影响，又可避免过多的平滑掩盖 
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真实的信号分布。 
由于样品在流过试纸条的过程中会有滞留现象，即 
并不是只在两条功能带的位置上才存在 UCP颗粒，而是 
在整个试纸条上会有一个逐渐减弱的 UCP本底分布。 
受到激发后，这些 UCP颗粒也会发射出磷光，叠加在有 
用信号之上，在对数据进行处理时必须将其去除。这里， 
对数据曲线上非功能带位置的数据进行分段取样，拟合 
出一条直线 n)，然后将曲线上每一点的值减去直线上 
相应点的值便得到了有用信号曲线。 
上文已指出，检测结果是由检测带信号 与质控带 
信号 c的比值决定的，因此必须先寻找出两条功能带的 
位置。本文中试纸条的两条功能带之间的间距在 3 mln 
左右，对应 CCD上 120个左右的像素。具体算法是，在 
平滑去本底后的数据曲线上先用找最大值的方法寻找出 
其中一条带的中心位置 m1，根据其与数据曲线中心位置 
的关系确定其为检测带或是质控带，并根据这一结果在 
其左或右 100点位置处向左或向右寻找最大值，确定另 
一 条带的中心位置 m2。 
由于试纸条检测带和质控带各宽 1mln，其中心宽度 
在0．25 mln左右，CCD像素宽度为25 ，因此，大约需 
要 10个像素来反映每个功能带的中心发光强度。在算 
法中，对每条带都选择中心位置左 5点到中心位置右 5 
点共 1 1个像素的平均值作为每条功能带上的 UCP发光 
强度。最后，通过 T／C值与用户输入的阈值 。相比较， 
得到检测结果。 
3．2 结果分析 
图7(a)为本检测系统对一系列滴加了不同浓度 
(0～60 ng／rIl1)标准样品的试纸条进行检测得到的磷光 
信号分布图。图7(b)为使用我们研制成功的扫描型 
uPT生物传感器对同一批试纸条进行检测得到的磷光信 
号分布图。由于数据采集的起始方向不同，两者的起始 
位置正好相反。通过比较可以发现，扫描型uPT生物传 
感器采集到的数据绝对值明显大于本系统采集到的数据 
绝对值，信号对比度也较好，这是由于扫描型uPT生物 
传感器采用光电倍增管作为光电接收器件，其灵敏度明 
显高于一维 CCD，本底噪声也较弱。但是，2个系统采集 
到的曲线形状及变化趋势基本一致，从而保证了决定检 
测结果的T／C值的一致性。 
表 1和表 2分别是 CCD检测系统与扫描系统对上 
述试纸条进行检测的结果。可以看出2组数据的 值、c 
值和 T／C的值都存在一定的差别。这是由于2个系统所 
使用的系统参数不同造成的，即它们应该具有不同的阈 
值标准。对这两个系统，可以根据 T／C的变化趋势判断 
它们是否能实现同样的检测 目的，如图8所示。其中图8 
(a)是本系统的检测结果曲线，图8(b)是扫描系统的检 
测结果曲线。可以看出，虽然 2个系统采集到的 值与 
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(a)CCD检测系统 
(a)Results of CCD detection system 
0 20o 400 600 80o 1 000 
(b)扫描型检测系统 
(b)Results of scanning detection system 
图7 两种系统的检测结果 
Fig．7 Results of two detection systems 
c值的变化趋势不尽相同，但最终的判定依据一 c值 
随浓度而变化的规律是十分接近的，随着浓度的增大， 
c的值也随之近似线性增加，只要设置合适的阈值 ，根据 
T／C的比值便可得到最终结果。为进一步考察 2条 T／C 
曲线的变化趋势，通过软件将其拟合成直线，前者与拟合 
直线的相关系数 R =0．952 6，后者的 =0．941 5，因 
此，这两个系统完全可以实现同样的检测 目的。并且从 
幅值看，本系统相对扫描型而言具有更好的动态范围，可 
以更准确地对检测结果进行判定。 
表 1 CCD检测系统结果 
Table 1 Results of CCD detection system 
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表2 扫描型检测系统结果 
Table 2 Results of annj皿g detection system 
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(a)CCD检测系统 
(a)CCD detection sy~em 
(b)扫描型检测系统 
(b)Scanning detection system 
图8 两种系统的响应特性曲线 
Fig．8 Response curves of two detection systems 
4 结 论 
成功研制了一套基于一维 CCD的上转换磷光免疫 
层析试纸条检测系统，对 0—60 ng／m~系列浓度的标准 
样品的检测结果具有很好的线性响应特性，且与扫描型 
检测系统的检测结果十分接近。上述结果表明： 
(1)采用CCD作为采集元件的检测系统基本可实现 
与扫描系统同样的检测目的。其优点是动态范围大、检 
测时间短、功耗低；缺点是放大能力相对较弱，抗干扰能 
力与灵敏度相对较低。在 值很小(阴性)和 c值很小 
(强阳性)的情况下，较难实现定量检测。但是，就实用 
角度看，通常只需对阴性和强阳性定性，只有对弱阳性才 
需要定量。因此 CCD检测系统具有很强的实用性。 
(2)为了进一步提高本检测系统的灵敏度，需改进 
放大电路，增强系统的抗干扰能力，使仪器具有更广阔的 
检测范围。 
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